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論 文 内 容 要 ヒ日
生体の恒常性を保っ機構の1っ である免疫応答反応においては種々の免疫担当細胞(丁 細胞
B細 胞,マ クロファー ジ,多 核白血球等)お よびサイ トカイ ン(ln七erleukin1-9,In七erferon,
Tumornecrosisfactor等)力 瀬 雑に絡み合い機能 している。最近数年間の分子生物,遺 伝子工
学的手法の発達により,細胞 レベルのみならず遺伝子レベルでの免疫応答反応の解明が進んでいる。
リンフォカイン活性化キラー(Lymphokine-ac七ivatedkiller,LAK)細 胞 は種々の リンパ組織細
胞や末梢血 リンパ球をインターロイキン2(Interleukin2;IL2)存 在下で培養することによって誘
導され,腫 瘍細胞に対 して幅広い標的細胞傷害活性を示すが,キ ラーT細 胞(CTL)お よびナチュラ
ルキラー細胞 とは異なる細胞であることが報告されている。しかしながら,LAK細 胞の生化学的性状
および細胞傷害活性発現のメカニズムはまだ完全には解明されていない。この解析の目的で正常マウ




してLFA-1(琢mphocytefunctiQn-associatedantigen1)お よびCD2の 存在が知 られている。
そこでこれら細胞表面抗原のLAK活 性発現 における重要性に関 して検討を行なった②。さらに,
LAK細 胞は直接標的細胞と結合して傷害:活性を示すが,抗 体依存性傷害活性(Antibody-dependent
celluIarcyto七〇xicity;ADCC)の エフェクター細胞としても機能することが知 られている。そこで
マウス脾細胞由来LAK細 胞を用い,抗 標的細胞抗体添加による傷害活性 と細胞傷害性因子(特 に
BLTesterase)の 放出との相関性にっいて検討を行ない活性発現機構の解明を試みた(3)。一方LAK:
細胞はinvitroの みならずinviv。 でも腫瘍細胞に対して傷害活性を示 し,癌 の免疫療法にも用いら
れているがその治療効果は未だ充分とは言えない。その原因の1っ として,LAK細 胞の生体内での活
性の維持および腫瘍組織への到達性等の問題が考えられている。そこで,腫 瘍懐死因子(Tumor
necrosisfactorα;TNFα)の 腫瘍組織に与える影響(特 に腫瘍組織内血管透過性の元進)に 着目
し,LAK細 胞の腫瘍組織への到達性の向上を考え,TNFα とLAK細 胞のinvivo併 用効果にっいて
も撫 寸した(4)o
(1)マ ウスLAK細 胞クローンの樹立とその性状の解析
C57BL/6マ ウス脾細胞および胸腺細胞か らLAK細 胞をIL2(1000JU/m1)の 存在下で4-5白 間
培養 す ることによって誘導 し,さ らにIL2存 在下3日 に1度 の問隔 で培養 を行 ない,・ve・
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growthを 防 ぐた め に細 胞 濃度 に注 意 して 培 養 した 。 この よ う に して 樹 立 した3つ の長 期 培 養
LAK細 胞 ライ ン(ESK:1,ESK2,ETK1)は 誘 導 後2年 を経 過 した現 在 も増 殖 し続 け て お り,
ま た癌 細 胞 に対 す る傷 害 活性 を も維 持 して い る。 この長 期 培 養LAK:細 胞 ライ ンESK1,ESK:2,
ETK:1を 培 養 して か らそ れ ぞ れ102日,90日,22日 後 に 限 界 希 釈 法 に て ク ロ ー ン化 を 行 な い,
ESK1.1-ESK1.4の4種ESK2.1-ESK2.7の7種 お よびETK1.11種 のLAK細 胞 ク ロー ンを
得 た。 これ らのLAK細 胞 ク ロ ー ン は いず れ も ア ズー ル穎 粒 を 有 す るLargeGranularLympho-
cyte(LGL)の 形 態 を示 して い た 。 樹 立 し たLAK細 胞 ク ロ ー ン のIL2に 対 す る 応 答 性 を3H-
Thymidineの 取 り込 み を指標 と して測 定 した 結果,全 て のLAK細 胞 ク ロー ン と もIL2の 濃 度 に
依 存 的 に増 殖 した 。次 にLAK:細 胞 ク ロ ー ンの 細胞 表 面 抗 原 にっ いてFACSを 用 いて解 析 した と
ころ,丁 細 胞 マ ー カー で あ るCD3,Thy1.2,細 胞 接着 分 子 で あ るLFA-1は どρ ク ロー ンに も発
現 して い た。 ヘ ルパ ー 丁細 胞 マ ー カ ー で あ るCD4は 全 て 陰性 あ り,キ ラーT細 胞 マ ー カ ーで あ
るCD8は12ク ロー ン中4ク ロー ンで 陽 性 で あ っ た。 またIL2受 容 体 の発 現 が認 め られ た。 さ ら
にLAK:細 胞 ク ロー ンのT細 胞 受 容 体(TcR)の 発 現 をNorthernblotに よ り解 析 した 結 果,α,
β鎖 のmRNAの 発 現 が認 め られ た 。S。uthernblotの 解 析 に よ り β鎖 の 再 構 成 が 認 め られ,ESK
1の ク ロー ン,ESK2の ク ロー ンは そ れ ぞ れ 同一 のパ ター ンを 示 して い た 。 こ れ らLAK細 胞 ク
ロー ンの マ ウス お よび ヒ ト癌 細 胞 に対 す る傷 害 活 性 を3H-Uridine法 に よ り測 定 し た結 果,何 れ
の ク ロー ン もLAK活 性 を示 したが,そ の程 度 は ク ロー ンに よ って 異 な って い た 。 そ こで こ の ク
ロー ン聞 で の活 性 の違 い が,い か な る細 胞 形 質 に よ り支 配 され て い るか を結 合 能,細 胞 傷 害 因 子
(Perforin)の 両 者 か ら検索 した 。 そ の結 果,結 合 能,Perforinの 発 現 量 とLAK活 性 は相 関せ ず,
他 の要 因 に支 配 され て い る もの と推 測 され た。 次 にLAK活 性 発 現 に関 与 して い る表 面 抗 原 の 解
析 を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 な った 。 そ の 結 果,抗LFA-1抗 体(KBA)の 添 加 に よ り
LAK:細 胞 ク ロー ンの活 性(傷 害活 性,結 合 能)が 強 く阻 害 され た(30-90%Inhibi七ion)。 こ れ
に対 して 抗CD3,Thy1.2抗 体 は何 ら影 響 を与 え なか った 。以 上 の 結 果 よ り,今 回 樹 立 した マ ウ
スLAK細 胞 ク ロ ー ン は全 てTcR/CD3陽 性 のT細 胞 系 のLAK細 胞 で あ り,種 々 の 癌 細 胞 を 傷
害 す る活 性 を有 して い る ことが判 明 した。 ま た,特 にLAK細 胞 ク ロ ー ン上 のLFA-1抗 原 が そ の
活 性 発 現 に重 要 で あ る ことが 示 唆 され た。
(2)マ ウスLAK細 胞の長期培養に伴う抗原の発現とLAK活 性の変化
マウス脾細胞からLAK:細 胞を誘導 し,誘 導10日 後 と30日後のLAK細 胞 の表面抗原を解析 し
たところ,細 胞接着分子であるLFA-1,CD3量 に変イヒは認められなかったが,30日 後のLAK細
胞でCD2量 が著 しく低いことが認め られた。このLAK:細 胞をさらに長期 にわたり培養 し続 け
ていくと,約3ケ 月後にLAK細 胞上のCD2は 完全に陰性 となった。同時に傷害活性,結 合能を
一3一
測定 したところ,培 養 と共にこれらの活性 も減少 していることが認められた。 そこで次にCD2
陰性LAK:細 胞 クローン(ESK1.3-1)にCD2遺 伝子 を導入 しCD2の 再発現 を試み,CD2陽 性
LAK細 胞クローン(CD2.7)を 得た。CD2.7のLAK活 性(種 々の腫瘍細胞に対する傷害活性,
結合能)を 調べたところ,ESK1.34に 比べて上昇 していることが認められた。以上 の結果より,
LAK活 性 は長期培養により低下 し,同 時にLAK細 胞上のCD2抗 原 も消失す ることが判明 し,
その相関性が示唆された。さらに,CD2の 再発現によりLAK:活 性が復活することか ら,LFA-1




腫瘍細胞に対す る傷害活性を測定すると,有 意な増強効果(ADCC活 性)が 認められた。この時,
培養上清中に放出された細胞傷害性因子の1っ であるBLTesterase活 性を測定 したところ,抗
体非添加において も傷害活性は認められ るが,Esterase活 性 は全 く検 出で きなかった。一方,
HBJ127抗 体添加時(ADCC反 応時)に おいてはLAK:細 胞か らの有意なBLTesterase放 出が認
められた。このLAK細 胞からのBLTesteraseの 放出は標的腫瘍細胞 と抗体 との添加後2時 間
で検出され,4時 間で ピークに達 した。これに対 してADCC活 性 は反応開始後4-6時 間で有
意に認められた。また抗LFA-1抗 体(K:BA)を 添加 した場合LAK細 胞の細胞傷害活性 は完全
に抑制 されたが,こ の時もHBJ127抗 体添加により傷害活性の上昇及びBLTesteraseの 放出が認
め られた。以上の結果,マ ウスLAK細 胞 のLFA-1を 介 した直接的な標的細胞傷害機構 には
BLTes七eraseの 放出は関与 していないと考えられた。一方,抗 標的細胞抗体添加により有意な
LAK細 胞の傷害活性の上昇(ADCC活 性)と それに相関するBLTesteraseの 放出が認められ,
BLTesteraseの 放出はLAK細 胞によるADCC活 性発現機序の1っ であることが示唆された。
(4)腫 瘍壊死因子(TNFα)前 投与によるLAK細 胞のinvivo抗 腫瘍効果の増強
TNFα はマクロファージ等か ら産生 される細胞傷害性のサイ トカイ ンの1種 で直接腫瘍細胞
に働き壊死を引き起 こすばかりではな く,リ ンパ球,血 管内皮細胞にも作用 し様々な機能を有 し
ている因子である。このTNFα(3000unit)「 を腫瘍内投与すると30分後か ら腫瘍組織内血管透
過性の元進が認められた。次に,TNFα 投与1時 間後にLAK細 胞(3×107個)を 尾静脈か ら
投与 し,6時 間後の腫瘍内へのLAK細 胞の集積性を蛍光標識LAK細 胞を用いて測定 した結果,
TNFα で処理 した腫瘍組織中にLAK細 胞が有意に集積 していた。そこで,C57BL/6マ ウスに同
系腫瘍MBL-2(2×106個)を 皮内移植 し,7-8日 後腫瘍径が約10mmに 達 したところで同様
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の投与条件で治療実験を開始 した。対照 としてPBS投 与群TNFμ またはLAK細 胞単独投与 に
よる治療を行なった。治療開始から腫瘍体積の変化を継時的に測定 したところ,TNFα または
レAK:細胞単独投与群ではPBS投 与群に比べr有 意な差は認められなヵ・ったが,TNFα とLAK
細胞併用群では顕著な腫瘍増殖抑制効果が認められた。何れの群でも腫瘍 は完治せず全例死亡 し
たが,TNFα とLAK:細 胞併用投与群で有意な延命効果が得 られた。また,LAK細 胞に対する感
受性がinvitroで 腫瘍細胞をTNFα で処理 した場合のみ増加 した。以上の結果 よりこの抗腫瘍
効果は,TNFα 投与による腫瘍血管透過性の充進に基づ くLAK細 胞の集積性 の増大,さ らには
感受性の増加によるものと考えられた。
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審 査 結 果 の 要 旨
リンフォカイン活性化キラー(LAK)細 胞は種々の リンパ組織細胞や末梢血 リンパ球をイ ン
ターロイキ ン2(IL2)存 在下で培養することによって誘導され,腫 瘍細胞に対 して幅広 い標的
細胞傷害活性を示す リンパ系細胞であるが,そ の生化学的性状および細胞傷害活性発現のメカニ
ズムはまだ完全には解明されていない。
本研究では先ず,正 常マウス脾細胞および胸腺細胞から長期培養マウスLAK細 胞 ライ ンおよ
びクローンを樹立 し,そ れ らの細胞表面抗原,標 的細胞に対する傷害活性および結合能等 にっい
て解析が行われた。培養条件を工夫することによりその樹立法を確立 し,多 くのLAK細 胞クロー
ンを得,そ れ らの性状を解析 し,い ずれもCD3及 びT細 胞受容体を発現 し,T細 胞型のLAK細
胞であることを明らかにした(第2章)。
次にLAK細 胞 と標的細胞 との結合を支配する細胞表面分子,LFA-1お よびCD2のLAK活 性
発現における役割に関 して検討を行なった。LFA-1は 誘導直後,長 期培養後並びに樹立クローン,
いずれにおいても強 く発現 しており,対 応す る抗体によりLAK細 胞の標的細胞への結合および
傷害活性が抑制されることからLAK細 胞にとって必須の分子であることが確認 された。また,
LAK活 性は長期培養により低下 し,同 時にLAK細 胞上のCD2抗 原 も消失す ることが判明 し,
その相関性が示唆された。さらに,CD2の 再発現 によりLAK活 性が復活する ことか ら,LFA-1
抗原のみならずCD2抗 原 もマウスのLAK活 性発現に重要な細胞表面抗原であることが示唆さ
れた(第3章)。
LAK細 胞 は直接標的細胞と結合して傷害活性を示すが,ま た抗体依存性傷害反応(ADCC)
のエフェクター細胞としても機能することが知 られている。 そこで抗標的細胞抗体添加による
LAK細 胞の傷害活性の変動並びに細胞傷害性因子(特 にBLTesterase)の 放出との相関性にっ
いて検討が行 なわれた。抗標的腫瘍細胞抗体添加 によりマウスLAK細 胞の各標的腫瘍細胞に対
する傷害活性 は有意に増強され,細 胞傷害性因子の1っ であるBLTes七eraseが 培養上清 中に放
出され,BLTesteraseの 放出はLAK細 胞 によるADCC活 性発現機序 の1っ であることが示唆
された(第4章)。
さらにLAK細 胞の癌治療への応用に際 しての基礎的知見 として,そ の腫瘍への到達性を高 め
る工夫が行われ,腫 瘍壊死因子(TNFα)の 腫瘍組織内血管透過性 の充進作用を利 して,LAK
細胞の腫瘍組織への到達性の向上を考え,TNFα とLAK細 胞のinvivo併 用効果 について検討
した結果,TNFα の投与時期をLAK細 胞投与の1時 間前に行 うと,単 独投与 に比べて有意な癌
治療効果が得られることが明 らかにされた(第5章)。
以上の内容 はキラー細胞の一っとしてのLAK細 胞の性質にっいての基礎的な知見を提供す る
と共 に,そ の治療への有効な応用法を開発 した点,.博士論文 として十分に評価できる。
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